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第一編 緒論
哺 乳 類 細 胞 で の 遺 伝 子 発 現 を観 察 す る の に よ く川 い られ て い る レ ポ ー タ ー に は 、 バ ク テ
リ ァ 由 来 のchloramphenicolacetyltrapsferase(CAT)やbeta-galactosidase(beta-ga1)、ホ
タ ル 由来 のIuciferase等が あ る1・2、,しか し こ れ ら は い ず れ も酵 素 で あ る た め に 、 そ の検 出
に は 酵 素 を 抽 出 し た りVIII胞を 固 定 す る 必 要 が あ る だ け で な く、 そ の 後 さ ら に 基 質 を 加 え る
必 要 が あ る 。 そ の た め 、生 き た ま ま の糸湖 包で 遺 伝 子 発 現 を観 察 す る の に は不 向 きで あ っ た 。
一 方
、 オ ワ ン ク ラ ゲ 由 来 の 蛋 自 質 で あ るgreenfluorescentprotein(GFP)はそ れ 自 身 が 蛍
光 を発 す る の で(Fig.1)、生 き た ま ま の細 胞 で 観 察 で き る 新 規 レポ ー タ ー と し て の 可 能 性
が 示 唆 され て い た3。
GFPは238個 の ア ミノ酸 か ら成 る27kD
の ポ リペ プ チ ドで あ り4、そ の内65-67番[-i
の ア ミノ酸 で あ るSer-Tyr-Glyが環状 化 し
た後 、酸 化 され てp-hydroxybenzylidene-
imidazolidinoneとい う発 色 団 を形成 す る
5。さ ら にそ の発 色 「亅・[を11枚のbeta-sheet
が取 り囲 む樽 型構 造 を して い る こ とがX線
解 析 に よ り明 らか に され て い る6。GFPが機
能 す るた め に は こ の高 次 構 造 の形 成 が 必 要
で あ るが 、 そ こ に は酸 素 の他 に は何 ら基 質
や補 因子 を必 要 と しな い ら しい。 つ ま り
GFPを トラ ンス ジ ー ン と して導 入 して発 現
させ れ ば 、 バ ク テ リァ か ら植 物 ・哺 乳 類 に
い た る まで 嫌 気 的条 件 下 で な い か ぎ り環 状
化 が お こ り、 青 色 光 を吸 収 し緑 色 光 を放 出








1992年にGFPcDNAク ロ ー ンの塩 基 配列 が 報告 され4、1994年に レポ ー タ ー遺伝 子 ・マ
ー カ ー蛋 白 と して の有 川 性 が 示 され た こ とに よ り7、 一躍GFPは 脚 光 を浴 び る よ うに な っ
た。 特 に 目的 とす る蛋 白質 との融 合 蛋 白 と し て発 現 させ る こ とで そ の挙 動 を観 察 した り、
細 胞 系 譜 を追 跡 す る よ うな実 験 に は最 適 で あ り、す で に様 々 な生 物 種 で利 用 され て い る8・9。
またGFPは 非 常 に安 定 で 殆 ど退 色 しない こ と も大 きな メ リ ッ トで あ り、多 くの分 野 で の応
用 が期 待 され て い る、,
しか し、 こ れ までGFPを111il乳類 個 体 レベ ル で発 現 させ た とい う報 告 は な か った。そ こで
著 者 はGFPを 発 現 す る トラ ンス ジ ェ ニ ックマ ウス を作 製 し、GFPが哺 乳 類 個 体 レベ ルで の
観 察 に も適 して い る か ど うか 、 また細 胞 内局 在 を緲1察した り、遺 伝 子 導 入 動 物 を判 定 す る
マ ー カ ー と して の応 川 につ いて検 討 した,、
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第二編 本論
第 一 章GFPの トラ ンス ジ ェニ ックマ ウス にお け る レポ ー ター と して の有 用 性
GFPを発現する トランスジェニックマウスを作製 し、緑色蛍光 を指標 とした発現部位 の
特定や発現量の定量化、またGFPの毒性 について解析することで、GFPが哺乳類個体 レベ
ルでの観察 にも適 したレポーター遺伝子であるかどうかを検討 した。
第一節 哺乳類細胞 におけるGFPの発現
まず最初 にGFPを発現 させるための導入遺伝子 を構築 し、培養細胞 を用いてGFPが 哺
乳類細胞 において も機能するか検討 した。
実験方法
GFP発現ベクターの調製
発 現 ベ ク ターpCAGGSにwild-type(wt)
GFPのcDNAを 挿 入 しpCX-wtGFP(Fig.
2)を 作 製 した。pCAGGSは 普 遍 的 な発 現
が期 待 さ れ るchickencytoplasmicbeta.
actinpromoterを元 に宮 崎 らが 改 良 し た





CATCC-3')を用 い てPCRに よ り増 幅 した
もの で 翻 訳 開始 点(ATG)の上流 にKozak
配列(GCCACC)11を挿 入 して あ る。
培養細胞への遺伝子導入
pCX-wtGFP(20ｵg)をエ レ ク トロ ポ レ ー
シ ョ ン(BioRad,4mmcuvette,1.Ox10'
cells/mlxO.8ml,300V,960ｵF,)によ り哺
乳 類 の 培 養 細 胞(CHO,L929.NIH3T3,












緑 色 蛍 光 の観 察
エ レ ク トロ ポ レ ー シ ョ ン後 、 細 胞 を10%FetalCalfSerum(FCS;Biosreum)を含 む
Dulbecco'sModifiedEagleMedium(DMEM;GIBCOBRL)中、37度5%CO2で 培 養 し た 。
72時 間 後 に 蛍 光 顕 微 鏡 下 、V励 起(BP405nmforexcitation,LP495nmforemmison)
に よ り観 察 し た 。
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実 験 結 果
pCX-wtGFPを導 入 した いず れ の培 養 細 胞 も青 色 の励 起 光 で緑 色 蛍 光 を発 した 。こ の こ と
はGFPが 哺 乳 類細 胞 にお い て も機 能 す る こ と を示 して い る。
第 二 節GFPを 発 現 す る トラ ンス ジ ェニ ッ クマ ウス の作 製
次 に個 体 レベ ル で の有 用 性 に つ い て検 討 す る た め、GFPを 発 現 す る よ う にpCX-wtGFP
を導 入 した トラ ン ス ジ ェニ ック マ ウス を作 製 した。
実 験 方 法
導 入 遺伝 子 の調 製12
pCX-wtGFPを制 限酵 素SalIとBamHIに よ り消 化 した後 、0.8%アガ ロー ス 電気 泳動 し
た。3.2kb,2.1kb,0.3kbのバ ン ドに別 れ て い る こ とを確 認 し、3.2kbのフ ラ グメ ン トを回
収 した。QIAEX(QIAGEN)によ りア ガ ロー ス を取 り除 き、 さ ら に フ ェ ノー ル ・ク ロ ロ ホル
ム抽 出3回 、 エ タ ノー ル沈 殿 に よ り精 製 した。 得 られ たDNAフ ラ グメ ン トをTioEo.i(10
mMTris-HCIpH7.5,0.1mMEDTApH7.5)に溶 解 し(1.6ng/ｵ1)、注 入DNA溶 液 と した 。
トラ ンス ジ ェニ ッ クマ ウス の作 製12
8週 令 のB6C3Fユ 雌(静 岡 実 験 動 物;SLC)をequinechorionicgonadotropin...(eCG;ご
TEIKOKUZOUKI,5unit/mouse),humanchorionicgonadotropin(hCG;TEIKOKU
ZOUKI.5unit/mouse)によ り過 排 卵 処 理 し、B6C3F1雄と交 配 した。得 られ た受 精 卵 の雄
性 前 核 にDNA溶 液 を注 入 し、 擬 妊 娠 雌 マ ウス(ICR)の 輸 卵 管 へ 移 植 した。 約3週 間後
に生 まれ た フ ァ ウ ン ダー(FO)マ ウス か らDNAを 抽 出 し、PCRに よ り トラ ンス ジ ェニ ッ
ク マ ウ ス か ど う か を 判 定 し た 。 得 られ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス(正 式 名 称 は
TgN(act-GFP)Osbtransgenicmiceであ るが 以下CX-wtGFPマウス と略 す)はB6C3F1マ
ウス と交 配 し以 下 の 実 験 に はす べ てF1マ ウス を供 した。 コ ン トロー ル と して ヒ ト ①413
をpCAGGSベ ク タ ー に挿 入 した コ ンス トラ ク トか ら も トラ ンス ジ ェニ ックマ ウス(正 式名
称 はTgN(act-hCD4)Osbtransgenicmiceであ るが 以下CX-hCD4マウス と略 す)を 作 製 し
た 。
GFPの毒 性 につ い て調 べ る ため 、CX-wtGFPマウス の各 種 臓 器 を プ ア ン固定 後14、薄 切
片 を作 成 し観 察 した。
蠶
フ ァウ ン ダ ーの 子 供 で あ るF1マ ウス は トラ ンス ジ ー ンを一 方 の染 色 体 に のみ取 り込 ん
で お り(ヘ ミザ イ ガ ス トラ ンス ジ ェ ニ ックマ ウス)、 野 生 型 のマ ウス と交 配 した場 合 に は
メ ンデル の 法則 に従 って約1:1の 割 合 で トラ ンス ジ ー ンが 子 孫 に伝 わ る はず で あ る。 そ
こ でGFPの 発 現 が妊 孕 性 や発 生 能 に及 ぼす 影 響 を調 べ る た め、Flマ ウス と野 生 型 の マ ウ
ス を交 配 し、 子 孫 の遺 伝 子 型 ・表 現 型 を検 討 した。
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実験 結 果
CX-wtGFPマウス は哺乳 類 の個 体 レベ ルでGFPを 発 現 させ た最 初 の例 で あ る が 、GFPは
トラ ンス ジ ェ ニ ッ クマ ウス の作 製 成 績 に悪影 響 を与 え な か っ た(Table1>。また得 られ た
3ラ イ ン(TGO2,TG10,TG14)のす べ てがGFPを 発 現 した(それ ぞ れ 、約2,5,50コピー の
遺 伝 子 が取 り込 まれ て い た)が、 これ らの トラ ンス ジ ェニ ックマ ウス は緑 色 蛍 光 を発 す る点
を除 い て 野生 型 マ ウス と区別 が つ か ず 、GFPに 毒 性 は 認 め られ な か っ た。 組 織 切 片 の観 察












ヘ ミザイガス トランスジェニックマウスと野生型マウスを交配 した結果、GFPを発現す
るマウスも野生型 と変わらない妊孕性 を示 した。 さらに トランスジーンの子孫への伝達率
はメンデルめ法則 に従 ってお り影響はなかった(Table2)。
Table2TransenetransmissionfreuencinCX-wEGFPmice
no.ofF,mice














第 三節 トラ ンス ジ ェニ ッ クマ ウス にお け るGFPの 発 現 と観 察
CX-wtGFPマウス の細 胞 に お い て発 現 して い るGFPが 機 能 して い るか ど うか を調 べ る た
め、(1)生きた組 織 で の観 察 、(II)各種 固定 法 の検 討 、(IID発現 の定 量化 を試 み た 。
(1)生きた組 織 で の緑 色 蛍 光 の観 察
実 験 方 法
生 きた組 織 で の観 察
6週令 のCX-wtGFPマウス と同腹 の野 生 型 マ ウス の個 体 か ら、各 種 組織 を切 り取 り、 そ
の一 部 を何 の前 処 理 もな く蛍 光 顕微 鏡 下(V励 起;BP405nmforexcitation,LP495nmfor
emmison)で観 察 した。
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間 接 蛍 光 抗 体 法 に よ るill.織染 色14
6週 令 のCX-hCD4マ ウ ス とi【ll腹の 野 生 型 マ ウ ス の 各 種 糸11.織をTISSUE-TEKO.CT。
compound(MILES)に包 埋 し、凍 糸Illり川'を 作 製 し た。マ ウ スanti-hCD4抗体15とFITCラ
ベ ル し たanti-mouseIgG(Cappe1)をIIJいて 切 片 を免 疫 染 色 し、 蛍 光 顕 微 鏡 下(B励 起;
BP490nmforexcitation,BP510nmforemmison)に観 察 し た 。
実 験 結 果
各 種 組織 で緑 色 蛍 光 が 認 め られ た が 、特 に筋 肉 ・膵 臓 が強 い 蛍光 を発 した(Fig.3A,B)。
腎 臓 で は糸 球 体 に局 在 す る発 現 を観 察 して お り、 微 視 的観 察 に も適 したマ ー カ ー で あ る こ
とを確 認 した(Fig.3c)。同 じpcAGGsベ ク ター の制 御 下 に ヒ トcD4を 発 現 す るcx-hcD4
マ ウス に お け るhCD4の 発 現 パ ター ン との比 較 で は、そ れ ぞ れ の マ ウス でGFP,hCD4共に
同 じ組織 に発 現 して お り、 腎臓 で は糸 球 体 に 局 在 す るな ど同 一組 織 内 に お け る発 現 部 位 に
至 る まで差 は み られ な か っ た(Fig.3c,D)。
Figure 3 Expression of GFP in various tissues 
Part of the muscle (A), pancreas (B), and kidney 
(C) from CX-wtGFP mouse and non-transgenic 
litter mates was pinched out and were 
photographed under a fluorescent microscope  with 
V excitation. Dotted lines separate the organs of 
the  transgenic mouse and non-transgenic  li  t  ter 
mate. In kidney, the expression was localized in 
glomeruli (see arrow heads). The frozen section of 
kidney from CX-hCD4 mouse, stained with FITC-
anti-hCD4, also showed a localized expression in 
glomeruli (arrow heads) (D).
(ID各種 固 定 法 の検 討
実 験 方 法
各 種 固定 法(エ タ ノー ル ・メ タ ノー ル ・ア セ トン ・プ ア ン ・パ ラホ ル ム アル デ ヒ ド)によ り
CX-wtGFPマウス の糸H.織を固定 した後 、薄 切片 をイ/r成し観 察 す る こ とでGFPに 適 した 固定
方法 を検 討 した14。
実 験 結 果
プ ア ン固 定 で は組 織 の 白家蛍 光 が強 くなる た め 、GFPの 蛍 光 が観 察 され な か った。 エ タ
ノー ル ・メ タ ノー ル ・アセ トン処 理 で はGFPの 蛍 光 が 失 わ れ る こ とは な い もの の殆 ど組 織
切 片 上 に固 定 され なか っ た。 固定 には4%パ ラホ ル ム ァル デ ヒ ドーPBSが適 して お り、組 織
レベ ルで の 固定 に は潅流 が よ り効 呆 的 で あ る こ とを確 認 した。
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(III)発現 の定 量 化
実 験 方 法
組 織 上清 サ ン プル の調 製
6週 令 のCX-wtGFPマウス と同腹 の野 生 型 マ ウス の組 織 を切 り取 り、10倍 容 量 のPBS
を添 加 した。次 い で ハ ンデ ィ型 ホ モ ジ ナ イザ ー(Phscotron)を用 い て ホ モ ジ ナ イ ズ(10秒 間
に3往 復x3回)し た後 に遠 心(4°C,15000g,10min)し、 そ の上 清 をサ ンプ ル と した 。
蛋 白濃度 の測 定
得 られ た上 清(約 ユ5mgprotein/ml>をPBSで適 当倍 希釈 し、Proteinassaykit(Bio
Rad)を用 い て蛋 白濃 度 を測定 した。
蛍光強度 の測定
得 られた上清(約15mgprotein/ml>をPBSで適当倍希釈 し、蛍光強度計RF5000(島




織では、上清 を100000倍希釈 した後 も(約
100ngprotein/ml)緑色蛍光 を検出するこ
とが可能であ り、微量 な遺伝子発現 を検出
















以上の結果から、GFPが哺乳類細胞 において も機能すること、 さらに個体 レベルでの観
察にも適 していることが示された。さらにGFPを発現することによる毒性 は認められなか
った。
全身での発現 を期待 してpCAGGSベ クターを用いて トランスジェニ ックマウスを作製
したが16、CX-wtGFPマウスのすべての臓器が蛍光 を発 したわけではなかった。 しか し、
コン トロールとして作製 したCX-hCD4マウスにおけるhCD4の発現パターンと差 はみ ら
れず、GFPの発現がプロモーターに依存 していることが確認 された。 また、得 られた3ラ
インのすべてで導入遺伝子のコピー数の多少に関わらずGFPの発現が観察 された。今回デ
ータは示 していないが、1コ ピーか らの発現 でも個体 レベルで検出することが可能であ っ
た。
遺伝子発現の レポーター として汎用 されているCATや1uciferaseは酵素であるため、酵
素反応産物のRI活 性や光量 を測定 し、その発現量 として定量化することができる1,2。し
か し、これらの蛋 白は安定ではな く、また酵素反応 という増幅過程のために測定誤差が大
きい。一方、GFPの量 はその蛍光強度 を測定することで増幅することな く定量化すること




第 二 章 改 変 型GFPの 比 較 と応 用
wtGFPは極大励起波長:λex=395nmが紫外領域にあるため、FITC用のフィルターを
使用 した蛍光顕微鏡観察やFACS解析 に適 していない(FACSでは通常、488nmのレーザ
ー光 を用いる)。そこでこれ らの点を解決するだけでな く、より効率 よ く発光するGFPの
開発が行 われてきた17-20(Table3)。具体 的には遺伝子工学的手法 により、wtGFP中の
ア ミノ酸 をランダムに置換 し改変型GFPを スクリーニングする とい う方法であ り、励起 ・
発光波長がシフ トしたものや、蛍光強度が改善 されたものなどが得 られている。最近で は
codonusage(各アミノ酸 に対するコ ドンの使用傾 向)を各生物種 に適 したものに変更する
試みがなされてお り、出来て くるGFPのアミノ酸配列は全 く同 じで もmRNAの 安定性 や























































第一節 改変型GFPを発現する トランスジェニックマ ウスの作製
著 者 は励 起 波 長 が長 波 長側 に シ フ トしたRSGFPエ9と、励 起 波 長 が長 波 長側 に シ フ トした
だ け でな くさ らに 哺乳 類 で の発 現 に適 す る よ うcodonusageを変 換 したEGFP22'23を発 現
す る ため の発 現 ベ ク タ ー(pCX-RSGFP,pCX-EGFP)を調 製 した 。 そ れ らを も と に トラ ン
ス ジ ェニ ックマ ウス を作 製 し、 改 変 型GFPsが 個 体 レベ ル で機 能 す るか ど うか、 ま た そ の
有 用 性 につ い て検 討 した。
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実験 方法
RSGFI).EGFP発現 ベ ク タ ー の調 製
RSGFPの変 異 部 分 を含 むNcol-Csp451フラ グ メ ン トをpCX-wtGFPの同 じ部分 と入 れ 替
え た もの をpCX-RSGFPとした。EGFPのcDNAはprimer-3(5'-TTGAATTCGCCA(℃A
TGGTGAGC-3'),primer-4(5'-TTGAATTCrTACTTGTACAGCTCGTCC-3')を用 い
てPCRに よ り増 幅 した後 、pCAGGSのEcoRIサ イ トに挿 入 しpCX-EGFPとした。pCX-
RSGFP,pCX-EGFPともにpCX-wtGFPと同 じ く翻 訳 開 始 点(ATG>の 上 流 にKozak配列
(GCCACC)11を挿 入 して あ る。
トラ ンス ジ ェニ ッ クマ ウス の作 製
pCX-RSGFP,pCX-EGFPを用 い て第 一 章 ・第 二 節 の方法 に従 いDNA溶 液 を調 製 し、 ト
ラ ンス ジ ェニ ッ クマ ウス を作 製 した(正 式 名 称 はTgN(act-RSGFP)OsbおよびTgN(act-
EGFP)Osbtransgenicmiceであ るが 以 下CX-RSGFP.CX-EGFPマウス と略 す)。
改 変 型GFPの 発 現 と観 察
第 一 章 ・第 三節(1)の 方 法 に従 いCX-RSGFP,CX-EGFPマウス の各 組 織 ・細胞 につ い て
緑 色 蛍光 を観 察 した。
wtGFPと改変 型GFPの 励 起 波 長 の比 較
第 一 章 ・第 二節 の方 法 に従 い過 排 卵 処 理 した野 生 型 、CX-wtGFP、CX-RSGFPマウス の
雌 とB6C3F1の雄 を交 配 し、受 精 卵(2細 胞 期 胚)を 調 製 した。 そ れ らの卵 子 を混 合 し蛍
光 顕 微 鏡 下 、 異 な る励 起 波 長(V励 起 お よびB励 起)を 当 て て観 察 した。
Fluoresceinactivatedcellsorter(FACS)による解 析
6週 令 の野 生 型 お よびCX-EGFPマウス の胸 腺 ・脾 臓 ・精 巣 か らPBSを 用 い て細 胞 懸 濁
液(約106cell/ml>を調 製 し、さ らに死 細 胞 の核 だ け を赤 く染 色 す るpropidiumiodide(PI;
Sigma,final100ng/ml)を加 えた 。FACSに よ り生 細 胞 画 分 だ け につ い て 、そ の緑 色 蛍 光
を測 定 した。
実験 結 果
CX-wtGFPマウス の細 胞 がUV励 起 に よ り蛍光 を発 す るの に対 し、CX-RSGFP,CX-EGFP
マ ウス の細 胞 はB励 起 に よ り蛍 光 を発 す る こ とを確 認 した。2細 胞 期 胚 を用 いた 実 験 で は、
異 な る励 起 波 長 で 卵 子 が 緑 色 蛍 光 を発 す る こ とが確 認 され た(Fig.5)。また、cx-EGFP
マ ウス か ら調 製 した細 胞 は野 性 型 マ ウス か ら調 製 し た細 胞 に 比 べ 非 常 に 強 い蛍 光(102-103
倍)を発 してお り、FAcs解 析 に適 して い る こ とが 明 らか で あ っ た(Fig.6)。
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Figure 5 wtGFP and RSGFP expression in 2-cell eggs from trasngenic mice 
The mixture of 2-cell eggs from wild-type, CX-RSGFP, and CX-EGFP mice were excited with 




Figure 6 FACS analysis of the cells from CX-EGFP transgenic mice 
Because the excitation optimum for EGFP is close to 488 nm, cells from the CX-EGFP mice were also 
suitable for analysis by flow  cytometry. The green  fluorescence from thymus, spleen and testicular 
cells was measured by a cell sorter.
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第 二節 全 身 の細 胞 が 緑色 蛍 光 を発 す る トラ ンス ジ ェニ ッ クマ ウス
前 節 の結 果 か ら、改 変 型GFPも 個 体 レベ ル で機 能 す る こ とが示 唆 され た。とこ ろでEGFP
は哺 乳類 細 胞 に適 したcodonusageに変 換 して あ り21・22、発 現 の し易 さ に変 化 が 現 れ る可
能 性 が あ る。そ こでwtGFPマ ウス と改 変 型GFPsマ ウス に お け る発 現 パ ター ン に違 いが 生
じる か ど うか を調 べ た。
実験 方法
wtGFPの発 現 と改変 型GFPの 発 現 の比 較
第 一 章 ・第 三節 ⑪ の方 法 に従 い、6週 令 の 野 生型 ・CX-wtGFP,CX-RSGFP,CX-EGFP
マ ウス か ら各 種 臓 器 サ ン プ ル を調 製 し た。 精 子 は精 巣 上 体 にハ サ ミで切 り口 を付 け た 後
TYHメ デ ィ ウ ム 中 に沈 め、泳 ぎあ が っ て くる精 子 を含 む上 清 を5分 後 に回収 した。卵 子 は
第 二 章 ・第 二節 と同様 に して調 製 した。観 察 は、 蛍光 顕 微 鏡 下(B励 起)で 行 い蛍 光 強 度
を比 較 した 。
実 験 結 果
Table4に示 す よ うに、RSGFPを用 い た場合 に は各 組織 で の蛍 光 が 強 くな る だ け で な く、
CX-wtGFPマウス で は発 現 の認 め られ な か っ た胸 腺 や脾臓 とい っ た組織 で緑 色 蛍 光 が 認 め
られ ライ ンが い くつ か得 られ た。 さ らにCX-EGFPマ ウスで は、Table4およびFig.7に示















Figure 7 Expression of EGFP in various tissues 
Organs (A; brain, B; liver, C; kidney, and D; testis) collected from CX-EGFP mice emitted green 
fluorescence when excited with blue light. Upper panels; bright field, lowere panels; 488  rrn 
excitation. Organs collectged from wild-type mice were placed at right side.
第 三節 小 括
以 上 の結 果 はGFPだ け で な く改変 型GFPも 哺 乳 類 個 体 レベ ル で の遺 伝 子 発 現 の レポ ー
ター と して も有 用 で あ る こ と を示 して お り、改 変 型GFPを 組 み合 わせ た実 験24・25も可 能 に
な っ た こ と を示 して い る。 また、wtGFPでは 困難 で あ っ たFACSを 用 い た解 析 へ も応 用 範
囲が広 が っ た こ とが 示 され た。
EGFPにつ い て は殆 どす べ て の組 織 で利 川 で きる こ とが示 され た。発 色 団 にお け る ア ミ
ノ酸 置換,もさる こ となが ら、condosusageの適 応 化 が発 現 効 率 を よ り高 め た こ とが 予 想 さ
れ る21'22。この よ う に殆 ど全 身 でGFPを 発 現 した場 合 に もそ の 毒性 は認 め らな か っ た。
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第 三 章GFPの 細 胞 内局 在 マ ー カー と して の応 用
GFPは目的の蛋白質 との融合蛋白を作 ることで細胞内に局在する蛋白質の動 きを観察す
るマーカーとしても利用できる。培養細胞 を用いた系では、グルココルチコイ ドレセプタ
ーの細胞質から核への移行や26、 ミ トコンドリア局在シグナルが機能する様子 を観察 した
















る分泌小胞 があ り、そこに含 まれる各種蛋






ヒ トの精子受精能を測定する方法 として、ヒ トの卵子 を用いる代わ りにハムスターの卵
子 を用いた。酵素処理によって透明体 を取 り除いたハムスター裸卵 を適当個ずつヒ ト精子
懸濁液中(2xユ05/ml)に加え、5時間培養 した後 に精子 と卵子の融合 を位相差顕微鏡で観
察 した。ヒ ト精子懸濁液は用手法 により得 られた精液からSwim-up法により調製 した(1
x10'/ml)ものを希釈 した。
精 子 懸 濁液 か らのCM(conditionedmedium)の調 製
3ケ 月 令 のddY雄 マ ウ ス(SLC)の精 巣 上 体 か ら ピ ン セ ッ トで 精 子 を し ご きだ し、
mBWWメ デ ィ ウム30で2回 洗 浄 した後 、mBWWメ デ ィ ウ ムで 懸 濁 した(1x107/ml)。




swimup法で得 られた精子 を9時 間前培養 し、CMを用いて2x105/m1に希釈 しさらに
3時間培養 した ものをハムス ターテス トに用いた。ハムスターの卵子は採卵後3時 間CM
で培養 したものをハムスターテス トに用いた。
'の'と フ ロ ーサ イ トメ ト1-
swimup法 に よ って得 られ た ヒ ト精 子 を12時 間 前培 養 した もの を、CMで2x105/m1
に懸 濁 した 。 そ れ を さ らに5時 間培 養 す る間 に1時 間 お き にMH61抗 体31'32(先体 反 応
した精 子 だ け を認 識 す る)とpropidiumiodideを用 い て染 色 した 。
実験結果
卵子のみ をCMで 前処理 した場合は、殆 ど融合指数(ハ ムスター卵子一個 あた りに融合
した精子数)に 影響 しなかったが、精子のみを前培養 した場合はTable5に示す ように融
合指数の上昇(約2倍)が 認められた。このことは精子から調製 したCMが 精子 自身に効
いていることを示 している。
次 に精子受精能獲得 に大切なステップである先体反応 にCMが 与える影響 について検討





























第 二節acrosin/EGFP融合 蛋 白の精 子 先 体 へ の局 在
第一節では精子 の培養上清が精子 の先体反応 を促進 していることを明 らかにした。 しか
し従来の方法では抗原抗体反応等 に要する時間が必要なため、先体反応 をリアルタイムで
観察することは不可能であった。そこで著者 は先体反応 を観察するためのモデルマ ウス と
してGFPを精子 の先体 に局在 させ ることを試みた。
アクロシンは先体 内腔 に含 まれる酵素の一つで り、先体反応 の過程で放出 されるのでア
クロシンの挙動 を追 うことは先体反応 の様子 を観察することと等 しい。そこでアクロシン
のシグナルペプチ ドとEGFPの融合蛋白(aαEGFP)を精子 に発現 させ ることを考えた。
しか し減数分裂 を起 こす精細胞 を培養することは困難であ り、外来遺伝子の発現 を観察す
る実験 は トランスジェニックマウスを作製する以外 にない。そ こでアクロシンプロモータ
ー33・34の制御下acrEGFPを発現する トランスジェニ ックマ ウスを作製 し、その挙動 を観
察 した。
実験方法
acrEGFP発現 ベ ク ター の調 製
転 写 開始 点 か ら上 流 、約2.4kbのア ク ロ
シ ン プ ロモ ー タ ー33の制 御 下 、 ア ク ロ シ ン
のN末24ア ミ ノ酸(MVEMLPTVAV
LVLAVSVVAKDNTT)の 下 流 にEGFP
を挿 入 した コ ンス トラ ク トacr2EGFPを調
製 した(Fig.9)。N末 の24ア ミノ酸 に
は ア ク ロ シ ン軽 鎖 の一 部(KDNTT)も含 ま
れ て い る。 コ ン トロー ル と して シ グ ナル ペ
プ チ ドを含 まな い もの(acr1EGFP)も用 意
した。




トラ ンス ジ ェニ ックマ ウス の作 製
Fig,9のコ ンス トラ ク トか らDNA溶 液 を調 製 し、 第 一 章 ・第 二 節 の方 法 に従 い トラ ン
ス ジ ェニ ッ クマ ウ ス を作 製 した(正 式 名 称 はTgN(acrlor2-EGFP)Osbtransgenicmiceで
あ る が以 下acr1EGFP,acr2EGFPマウス と略 す)。
acrEGFPの発現 と観察
8週令 の トランスジェニックマウス雄の精巣から各分化段階ごとに生 きたまま精細胞 を
回収 した。精巣上体か ら第二章 ・第二節の方法 に従 って精子懸濁液を調製 した。いずれの
サ ンプルも、生 きたままの状態で蛍光顕微鏡下(B励 起)観 察 した。
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実験 結 果
acrlEGFPマウス で は、精 子 形 成 の過 程 で作 られ た シ グ ナル ペ プチ ドを持 た な いEGFPは
精 細 胞 の細 胞 質 内 に広 が り、 精 子 に な る前 に残 余 小 体 と して捨 て られ て し まっ た 。 そ の た
め成 熟 精 子 に緑 色 蛍 光 は認 め られ なか っ た34。一方 すべ て のacr2-EGFPマウス の雄 で 、精
子 形 成 の過 程 で作 られ たacr2EGFPは、精 子 が成 熟 す る(step4→step8→stepll)のに従 っ て
ア ク ロ シ ン と同様 に先 体 内 に局 在 す るの が確 認 され た(Fig.10)。また精 巣 上 体 か ら回収
した成 熟 精 子 で は、 先体 に強 い緑 色 蛍 光 を観 察 した(Fig.11)。これ ら蛍光 を発 す る精 子
の生 存 性 ・運 動 性 を調 べ た結 果 、 変 化 は認 め られ な か った。 ヘ ミザ イ ガス トラ ンス ジ ェ ニ
ッ クマ ウス の場 合 、精 子 は半 数体 で あ る た め、約 半 数 の精 子 しかacr2EGFPtransgeneを持







第 三節acrosin/EGFPの蛍 光 を指 標 と した精 子 先体 反応 の観 察
acr2EGFPマウス と野生型々ウスから得 られた精子 を用いて、先体反応がおこる様子 を観
察 し、EGFPの蛍光 を利用 した方法 と従来の方法 を比較 した。
実験方法
精子先体反応の観察``
acr-EGFPマウスの精巣上体から回収 した精子 をTYHmedium35中で培養 し、FACSに
より解析 した。先体反応精子のみに反応するOBF13抗体36・37を用いて免疫染色する方法
をコン トロール として比較 した。
実験結果
従来の方法では抗原抗体反応 に時問を要す るため、先体反応の観察には常 に時間差が生
じていた。一方a(.rEGFPマウスの精子 は、先体反応 と同時にa(r2EGFP蛋白を放出 し蛍光

































の先体に局在 した。シグナルペプチ ドの有無 によりその局在場所が限られていたことから、
EGEPは遺伝子発現の レポーターとしてだけでな く、蛋白の細胞 内局在 を観察するマーカ
ーとしても有用なことが示 された。 またこの実験からアクロシンが先体 に局在するために
必要なシグナルはN末 の24ア ミノ酸 に含 まれることが明 らかになった。
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ヘ ミザ イガスacr2EGFPマウスの精子 は、その半数が トランスジーンを有することにな
るが、実際にはすべての精子が緑色蛍光 を発 していた。つま りトランスジーンを有 してい
ないと考 えられる精子 も緑色蛍光 を発 したことになる。これまでに、精子形成の過程 で作
られるmRNAやproteinが精子細胞間の架橋 を通 じて行 き来 していることが報告 されて
お り38・39、acr2EGFPマウスの精子がすべて光 ったのはそのためだと考 えられる。
acr2EGFPマウスの精子 は先体反応 の過程で緑色蛍光 を失 うことから、緑色蛍光 を観察す
ることで、これ まで不可能であった先体反応の リァルタイム解析が可能 となった。 このこ
とはa(:rEGFPマウスが受精 を研究するモデルマウス としての有用 であることを示 している。
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第 四 章 トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 作 製 のCOinjeCtiOnmarkerとし て の 応 用
一 艨 に トラ ンス ジ ェニ ッ クマ ウス を作 製 す る際 に2種 類 の遺伝 子 を同時 に注 入 して や れ
ば、 そ の両 方 が染 色体 上 の1ケ 所 に高 頻 度 で 取 り込 まれ る こ とが 知 られ て い る12・40。そ こ
で 、pCX-GFPsがトラ ンス ジ ェご ッ ク動物 作 製 のcoinjectionmarkerとして有 用 か ど うか
検 討 した。
第 一節 ダ ブ ル トラ ンス ジ ェニ ッ クマ ウス の作 製
・同時に2種 類 の外来遺伝子 を受精卵に注入 した場合、両方の遺伝子 を有するダブル トラ
ンスジェニ ックマ ウスがどれ位の頻度で現れるのかを調べた。
'実 験方法
糞入遺伝子 の調製 と トランスジェニックマウスの作製
第一章 ・第二節の方法 に従い、コントロール遺伝子(第三章 ・第二説で調製 したAcr1EGFP
のEGFP部分がGFPに してあるもの)とpCX-EGFPを1:1(モル比)の 割合で混合 した
DNA溶 液を調製 した。 トランスジェニックマ ウスは第一章 ・第二節の方法 に従 って作製
し、PCRにより両遺伝子 の有無 を確認 した。
実 験 結 果
合 計31ラ イ ンの トラ ンス ジ ェ ニ ックマ ウ ス を作 製 したが 、 約84%に あ た る26ラ イ



















r,二節 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 王 罵齟 酢 な'1=11
CX-GFPsマウス は生 き た ま まの組織 で緑 色 蛍光 が 観 察 で きる。 そ こで 、 トラ ンス ジ ェ ニ
ッ クマ ウス か ど うか の判 定 が 生 後 す ぐに で き るか ど うか を試 み た。
実験 方 法
瘠 色'"ノの 一 月鰍 ・な:窶
CX-GFPsマウス と同腹 のマ ウス を生 後 す ぐに蛍 光 顕 微 鏡 下(V励 起)で 観 察 した。
実 験 結 果
CX-GFPsマウス の筋 肉 は非 常 に強 い蛍光 を発 して お り、生 後 す ぐの 毛 の生 え て い な い状
況 で は、 全 身 の 蛍 光 か ら容易 に トラ ンス ジ ェ ニ ック マ ウス か ど うか の判 定 が で き た(Fig.
13)。そ の 時 、個 体 を傷 つ け る必 要 もな く トラ ンス ジ ー ンを検 出す る た め のDNAの 抽 出





近 年 で は生 理 活 性 産 物 の供 給 源 と して 、 ま た臓 器 移植 の ドナ ー とす る た め に、 ウシ や ヤ
ギ 、 ブ タ な どの 大 型 の1哺乳 類 動 物 で も トラ ンス ジ ェ ニ ック 動 物 が 作 られ る よ う に な っ た
41'42。しか し、マ ウス の妊 娠 期 問 が約20日 で産 仔 数 も十 匹程 度 な の に比 べ 、大 型 動 物 で
は妊 娠 期 間 が200日 に も及 び産 仔 数 も ユか ら数 匹 と少 な い 。 そ の た め、 トラ ンス ジ ェ ニ
ッ ク動 物 が得 られ て も、 効 率 よ く子 孫 を増 やす こ とが難 しい 。
そ こで 著 者 は着 床 前 の初 期 胚 の段 階 で トラ ンス ジ ェニ ッ ク動 物 か ど うか を判 定 し、仮 親
に移 植 す る こ とで効 率 よ く トラ ンス ジ ェニ ック動 物 を増 や す こ とを考 え た。GFPの 発 現 は
beta-galactosidase等と違 い、糸[II胞を固定 す る こ とな く生 き た ま ま で観 察 で きる の で 、 トラ
ンス ジ ェニ ック動 物 を生 後 で は な く着 床 前 に選 別 す る こ と も可 能 で あ るか ど うか を検 討 し
た 。
実験方法
緑色蛍光胚の選別 とPCRに よる トランスジーンの検出
一 方 の染 色 体 に だ け トラ ンス ジ ー ンを有
す る ヘ ミザ イ ガ スCX-wtGFPマ ウス の 雄
と、 第 一 章 ・第 二 節 の方 法 に従 い過 排 卵 処
理 した野 生 型 の雌 を交 配 し た。 交 配 後2.5
日胚 を雌 の輸 卵 管 か ら回収 し、 蛍 光 顕微 鏡
下(V励 起)に 観 察 した とこ ろ緑 色 蛍 光 陽
性 ・陰性 の2グ ル ー プ に分 類 で きる こ とが
明 らか で あ った(Fig.14には 回収 後 、-r[
培 養 して3.5日胚 の写 真 を示 して あ る)、,
そ こで、 回 収 した59個 の卵 子 を緑 色 蛍 光
陽 性 ・陰性 の2グ ル ー プ に分 け、 トラ ンス
ジ ー ン を有 して い る か ど うか 、 さ らに発 生
能 を有 して い るか ど うか を検 討 した。
Figure 14 GFP expression in  pre-
implantation embryos 
The embryos collected from wild-type females 
mated with hemizygous transgenic males. A, 
bright field; B, V-excitation.
実験 方法
PCRに よ る トラ ンス ジ ー ンの検 出
選 別 した 、 そ れ ぞ れ の卵 子 か らDNAを 抽 出 し、primer-1.-2(第一 章 ・第 一 節 を参 照)
を用 い たPCRに よ り トラ ンス ジ ー ンの有 無 を確 認 した 。
選 別 した胚 の移 植 と子 孫 の検 定
蛍 光 を も とに選 別 した胚 を,_.し 、胚 盤胞 に成 長 した時 点 で偽 妊 娠 マ ウス の子 宮 に
移 植 した。 生 まれ て きた子 孫 につ い てPCRに よ り トラ ンス ジ ー ンの 有 無 を確 認 した。
実験結果
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選 別 した緑 色 陽 性 胚26個 ・陰性 胚23
個 につ い てPCRを 行 った結 果 、すべ て の緑
色 胚 でPCR産 物 の バ ン ドが 確 認、さ れ た
(Fig.15)。陰性 胚 か らは、 シグ ナ ル は検
出 され な か った。 さ らに選 別 した緑 色胚 を
仮 親 に移 植 す る こ とで100%ト ラ ンス ジ ェ
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Figure 15 PCR analysis of separated 
embryos The 512  by fragments showed 
that all the green embryos inherited  GFP 
 transgenc. MW,  eX174 HaeIII digest;  P, 
















第 四節 小 括
以 上 の結 果 か ら、 目的 の導 入 遺伝 子 とpCX-GFPsを同時 に注 入 して トラ ンス ジ ェニ ック
マ ウス を作 製 して や れ ば、 高 い頻 度 で 両 方 の 遺伝 子 を持 つ ダ ブル トラ ン ス ジ ェ ニ ッ クマ ウ
ス が 得 られ る こ とが り1らか に な っ た。一 方 でCX-GFPsマウス は生 後 す ぐに傷 つ け る こ とな
く簡 単 に トラ ン ス ジ ェ ニ ックマ ウス を 選 別 で き る こ と が示 さ れ た 。 そ こ で著 者 は 、pCX-
GFPsをTG動 物 作 製 のco-injectionmarkerにす る こ と を提 唱 して い る。 つ ま り目的 の遺
伝 子 とCX-GFPsの ダ ブ ル トラ ンス ジ ェ ニ ック 動 物 を作 る こ とで 、 マ ウス を傷 つ け た り
DNAの 抽 出 とそ れ に続 くPCRや サ ザ ンプ ロ ッテ ィ ン グ を行 う こ とな く、 よ り簡 便 に 目 的
の トラ ンス ジ ェニ ック動 物 を選 別 で きる、,
さ らに、ヘ ミザ イ ガ ス トラ ンス ジ ェ ニ ック マ ウス で あ るCX-GFPsマウス の雄 と交 配 した
野 生 型 の 雌 か ら回 収 した初 期 胚 で トラ ンス ジ ー ン を有 す る も の だ け を着 床 前 に選 別 で きた 。
さ らに選 別 した胚 か ら子 孫 も得 られ て お り、Sri床前 に胚 を選 別 す る こ とで100%の 確 率
で トラ ンス ジ ェニ ックマ ウス の子 孫 を増 や す こ とに成 功 した 。
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第三編 考察
著者は生 きた細胞 で遺伝子発現を観察できる新 しいレポーターとしてGFPに着眼 し、哺
乳類細胞での遺伝子発現を観察するのに適 しているかどうか、 またその応用 について検討
を行 った。
まず最初 に、GFPが哺乳類細胞 においても機能することを示 した。当初、哺乳類細胞で
GFPを発現 させることは難 しくwtGFPを使 う場合には培養温度 を低 く(25-33度)した方
が蛍光 を観察 し易 いことを報告 した論文 もあった26'43。しかし、GFP発現のためのベクタ
ーpCX-wtGFPを作成 し哺乳類細胞 に導入 した ところ、通常の培養条件下(37度、5%CO2)
で非常に強 い蛍光 を発することを見いだし、低温で培養することは必須でないことを示 し
た。
次 にpCX。wtGFP遺伝子を用 いてGFPを発現する トランスジェニックマ ウスを作製 し、
それがまさにgreenfluorescentmiceであることを示 した。組織特異的な発現が見 られた
が、コン トロールとして作製 したCX-hCD4マウスにおけるhCD4の発現パ ターンとの比
較か らもGFPの発現がプロモーターに依存 している16ことが明 らかであった。これまで汎
用 されてきたLa(Zをレポーターとした場合には、La(Z自身が遺伝子のメチル化などを介
してその発現に影響するようなことが報告されているが44、著者の作製 した トランスジ ェ
ニックマウスでの観察からは、GFP遺伝子にはそのような影響は認められずプロモーター
の制御 に従 った発現が確認 された。
遺伝子発現を定量化するのにCATやluciferaseが汎用 されているが、それらは酵素であ
るために酵素反応産物のRI活性や光量 を測定 し定量化することになる。 しか し、CATや
1uciferase自身は安定ではな く、また酵素反応 という増幅過程のために測定誤差が大 きいの
が問題であった1,2。一方、GFPは熱やpHの 変化 に強 く非常 に安定な蛋白であることが報
告 されている3'8。安定すぎるのも問題で、遺伝子発現のshutoffを観察するような レポー
ターとしては適 していないかもしれないが、発現 を定量化するにはメリッ トである。その
ためGFPの量 はその蛍光強度 を測定することで、増幅することな く定量化することができ
る。 トランヌジェニックマウスを用いた実験からは、100ngprotein/mlのような組織抽出
物 をもとに遺伝子発現を検出 してお り、CATassayに匹敵する感度 を有 していると考 えら
れた。またFACS解析か らは生 きた細胞の一つ一つにおける発現量 を計測することが可能
であった。
著者は蛍光強度 を改良しただけでな く改変型GFPsが個体 レベルでの解析 にも使 えるこ
とを明らかにした。今後は必要に応 じて異なるタイプのGFPを発現 させることや、それ ら
を組み合わせた実験が予想 される。 ところでEGFPは殆 どすべての組織で発現 された。発
色団におけるアミノ酸置換 もさることなが ら、codonusageの適応化 による発現効率 の改
良が大きな原因であると考えられる21・22。
このように トランスジェニックマウスを作製することで、GFPおよび改変型GFPがマ ウ
ス個体 レベルでも遺伝子発現の部位や量 を観察するレポーター遺伝子 として有用なことが
示 されたが、GFPを使 う最大の利点は生 きた細胞 で観察できることにある3・8。
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そこで著者 は、GFPを生 きた精子の先体に局在 させることを試みた。acrEGFPトランス
ジェニックマウスでは、アクロシンのシグナルペプチ ドを持つEGFPが先体 に局在するこ
とが確認 され、緑色蛍光 を指標 とすることで先体反応 の様子 をリァルタイムで観察するこ
とが可能 となった。このことはGFPが遺伝子発現のレポーター としてだけでな く、蛋白の
細胞内局在 を観察するマーカーとしても有用 なことを示唆 している。
また、殆 ど全身の細胞で強い緑色蛍光 を発するCX-EGFPマウスでは、蛍光顕微鏡 による
観察でもFACSによる解析でも野生型マウスの細胞 と簡単に分 けることがで きた。選別後
も細胞 は生存 してお り、観察 を続けることが可能であった。最近で1ま血球細胞や精細胞の
幹細胞 を移植 し追跡するような実験 も試みられてお り45-48、CX-EGFI'マウスの臓器移植
やキメラ解析への応用が期待 される。
さらに著者はCX-GFPsをトランスジェニック動物作製のcoinjectionmarkerとしての
可能性 を示唆 した。すでにチ ロシナーゼをcoinjectionmarkerとして導入 し、毛色 によっ
て トランスジェニ ックマ ウスかどうかを判定する方法49'50が提唱 されてはいるものの、こ
の方法はアルビノマウス(チ ロシナーゼを欠 損するため色素 を作れず白色 になる)に しか
適用できない。それに対 し、pCX-GFPsを用 いた場合にはマ ウスの系統 を選ばないだけで
な く、マウス以外 の トランスジェニ ック動物作製41・42への応用が可能であると考 えられる。
さらに緑色蛍光 をもとに着床前 に選別するこ とで、 トランスジェニックマウスだけを産 ま
せることにも成功 してお り、妊娠期間が長 く産仔数の少 ない大型の動物(ウ シやヤギ、 ブ
タなど)で は特 に有効 である と考えられる。
このようにGFPはこれまでのレポーターにない特徴 を備えている。すなわち、無処理の
ままで連続的に、同 じサ ンプルを何度でも観察できる。GFPの有用性が示 されて約2年 が
経過 しようや くそめ地位 を確保 しつつあるが、従来のレポーターも非常に優れてお り、様 々
な使用方法が考案 されている。そのためGFPを使用する事を考慮 して も、つい今 までの型
の レポーター遺伝子 ・マーカー蛋白としての使用方法 を思いついて しまう。これまでの発
想に留 まるのであればbeta-galやCAT.luciferaseで十分であることになる。著者はGFP




1)ト ラ ンス ジ ェ ニ ックマ ウ ス を作 製 す る こ とで、GFPお よび改 変 型GFPが 哺 乳 類 個 体
レベ ル で も遺 伝 子発 現 の レポ ー タ ー と して有 用 で あ る こ とを示 した。
2)精 子 形 成 の過 程 で発 現 した ア ク ロ シ ン ・EGFP融合 蛋 白が ア ク ロ シ ン と同 じ く先体 に
局 在 す る こ とを示 し、GFP細 胞 内局 在 マ ー カ ー と して機 能 す る こ とを示 唆 した。
4)CX-EGFPマ ウ ス は臓 器 移植 や キ メ ラ解析 の、A(.r2EGFPマウス は受 精 を研 究 す る モ
デル マ ウス と して有 用 で あ る と考 えれ る。
5)pCX-GFPsがトラ ンス ジ ェ ニ ック動 物作 製 のcoinjectionマー カ ー と して利 用 で きる
可 能性 を示 した。
6)緑 色 蛍光 を も とに トラ ンス ジ ェ ニ ックマ ウス の胚 を着床 前 に 選 別 で きる こ と を示 し
たが 、妊 娠 期 間が 長 く産仔 数 の少 な い大 型 の トラ ンス ジ ェ ニ ック動 物(ウ シ、ヤ ギ、
ブ タ等 〉 の子 孫 を効 率 的 に繁 殖 させ る に は特 に有 効 で あ る と考 え られ る。
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